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(57)【要約】
　本開示は、組織標本を分析する方法に関する。一実装
において、上記方法は、組織サンプルを取得する工程と
、上記組織サンプルの細胞下区画のコントラストを高め
るため、上記サンプルを造影剤としての１つ以上の蛍光
物質に晒す工程を含む。上記組織サンプルは、約２００
ｎｍから約４００ｎｍの波長であって、上記組織サンプ
ルの表面下へ所定の深度のみ透過するよう選択される波
長を有する紫外線（ＵＶ）が照射される。異なる画像パ
ラメータにより取得された画像間で行われる画像間動作
によって、不要な画像成分が除去されることにより、画
像品質の向上が可能となる。上記組織サンプルの撮像に
顕微鏡を使用してもよく、その画像を、カメラを使用す
る画像取得システムに提供してもよい。上記画像取得シ
ステムは、処理および表示を行うため、対応する画像を
作成し、表示システムに送信してもよい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織を分析する方法であって、
　組織サンプルを取得する工程と、
　上記組織サンプルを、組織または細胞成分に選択的に蓄積する蛍光染料または蛍光標識
分子プローブを含む１つ以上の蛍光物質に晒す工程と、
　約２００ｎｍから約４００ｎｍの波長であって、上記組織サンプルにおける紫外線の透
過が、表面からの選択された深度の近傍のみに制限されるように選択される波長を有する
紫外線光源を、上記組織サンプルの表面に照射するために照明励起光源を使用する工程と
、
　上記組織サンプルを撮像するために顕微鏡光学システムを使用する工程と、
　１つ以上の画像を記録するため、上記顕微鏡光学システムから光情報を受け取る画像取
得システムを使用する工程と、
　分析のために上記画像の処理および表示を行うため、上記画像取得システムと通信する
表示システムを使用する工程と、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　上記組織サンプルへの紫外線の照射は、
　３５０ｎｍ、
　３４０ｎｍ、
　３３０ｎｍ、
　３２０ｎｍ、
　３１０ｎｍ、
　２９０ｎｍ、
　２８０ｎｍ、
　２７０ｎｍ、
　２６０ｎｍ、
　２５０ｎｍ、
　２４５ｎｍ、
　２４０ｎｍ、
　２３５ｎｍ、
　２３０ｎｍ、
　２２５ｎｍ、
　２２０ｎｍ、
　２１０ｎｍ、
　２００ｎｍ
を中心とするまたはそれら付近の光の波長より選択される波長域を有する紫外線光源を使
用する工程を含み、
　上記紫外線光源は、
　　ＬＥＤ、
　　レーザ、
　　波長可変レーザ、または
　　連続レーザ光源、アーク灯、レーザ点火アーク灯、クリプトン臭素エキシマランプ、
または所望のスペクトル域の十分な明るさを持つ他の光源の少なくとも１つを含む連続光
源、
の少なくとも１つを含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　上記サンプルは、石英、溶融シリカ、サファイア、またはＴＰＸ（登録商標）ポリメチ
ルペンテンを含む紫外線透過プラスチックを含み得る紫外線透過材により形成される支持
体によって支持され、
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　上記支持体は、
　接触面において良好な光学特性を確保するように上記サンプルを押し付けることができ
る平面窓として構成することができる支持体、または、
　場合によっては使い捨て可能であり、上記組織を導入することができるキュベット形状
部材として構成することができ、周囲の撮像のために４つ以上の平坦または場合によって
は湾曲した表面を提供する支持体、
　の少なくともいずれかであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　上記１つ以上の蛍光染料または蛍光標識分子プローブは、通常は顕微鏡で観察される組
織または細胞成分であって、
　細胞核、
　細胞質、
　細胞膜、および
　ミトコンドリア、
の少なくとも１つからなる組織または細胞成分のコントラストを高めるように選択される
ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　上記１つ以上の蛍光染料または蛍光標識分子プローブは、顕微鏡で観察される組織また
は細胞成分であって、
　細胞内小器官、
　脂質、
　コラーゲンおよび細胞外マトリックスを含む結合組織を少なくとも１つ含む細胞外組織
成分、
　嚢胞内容物、
　異物、
　感染因子、
　色素、
　配向用外因性マーキング染料、
の少なくとも１つからなる組織または細胞成分のコントラストを高めるように選択され、
　分子プローブの場合は、
　　特異タンパク質、
　　翻訳後修飾、
　　遺伝子、染色体領域、またはＤＮＡ成分を含む特異ＤＮＡまたはＲＮＡ配列、
　　ＲＮＡ転写、コーディング、非コーディング、および
　　脂質ラフト、
であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　上記蛍光物質は、３５０ｎｍから２００ｎｍのスペクトル域において十分に励起可能で
あり、３５０ｎｍから９５０ｎｍのスペクトル域において有用な発光帯域を有する組織学
的または組織化学的蛍光染料を含み、上記蛍光物質は、エオシン染料類、トルイジンブル
ーＯ、メチレンブルー、ＤＡＰＩ、アクリジンオレンジ、ＤＲＡＱ５、Ｈｏｅｃｈｓｔ３
３３４２および３３５２８、カルセイン－ＡＭ、プロピジウムヨウ化物、ナイルブルー、
ナイルレッド、オイルレッドＯ、コンゴレッド、ファストグリーンＦＣＦ、ＤｉＩ、Ｄｉ
Ｏ、ＤｉＤ等、ＴＯＴＯ（登録商標）、ＹＯ－ＰＲＯ（登録商標）、ニュートラルレッド
、ニュークリアファストレッド、ピロニンＹ、酸性フクシン、アストラゾン類染料、Ｍｉ
ｔｏＴｒａｃｋｅｒおよび他のミトコンドリア染料、ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒおよび他の
リソソーム染料、サフラニン染料、チオフラビン染料、蛍光ファロイジン、形質膜染料、
および感染因子に結合する蛍光化合物、の少なくとも１つを含むことを特徴とする請求項
１に記載の方法。
【請求項７】
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　抗体および関連分子、アプタマー、Ｓｏｍａｍｅｒｓ（商標）、核酸オリゴマー、ＬＮ
Ａを含む分子プローブは、直接または間接的に蛍光標識と複合体を形成し、上記蛍光標識
は、カーボンナノチューブ；カーボン量子ドット；フルオレセイン、ローダミン、アレク
サ染料、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、テキサスレッド、クマリン系蛍光物質、
ＩＲＤｙｅ８００、インドシアニングリーン、ｂｏｄｉｐｙ、ＤｙＬｉｇｈｔ染料、オレ
ゴングリーン、フィコエリトリン）を含む有機蛍光標識；希土類元素；半導体量子ドット
；有機量子ドット；ポリマードット（ｐＤｏｔ）；シリカビーズ、ポリマーソーム、ポル
フィリン系ミセルおよびリポソームを含む蛍光ナノ粒子；およびＦＲＥＴ系染色複合体；
の標識クラスを少なくとも１つ含む部材を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　上記１つ以上の蛍光物質は、細胞外成分、細胞、または細胞成分内の特定の分子に結合
する分子プローブに連結する、または正常上皮または間質、または感染因子に対して異な
る細胞型によって選択的に吸収されるまたは特異的に処理される方法であって、
　標識化処理は、患者が、所望の組織または細胞特異性を有する１つ以上の蛍光化合物を
投与される場合、患者（生体内）において組織の切除前に行われる、
　標識化処理は、組織の切除または採取後、生体外短期培養中に、酸素を含む温かい組織
培地で保持することを含む、細胞の生存性を支持可能な状況下で行われる、または、
　標識化処理は、細胞または組織において、免疫蛍光検査によりプローブに晒す、または
原位置ハイブリダイゼーション状態を含む、生存性を要求しない状況下で行われる、
ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　画像取得システムを使用する工程は、
　ＣＣＤ、ｃＭＯＳ、ＩＣＣＤ、またはＥＭＣＣＤカメラ等の少なくとも１つを含む二次
元エリアセンサであって、天然組織分子の蛍光および／または造影剤の蛍光を使用して組
織サンプルの領域から少なくとも一つの画像を記録する二次元エリアセンサ、または、
　天然組織分子の蛍光および／または造影剤の蛍光を使用して組織サンプルの領域から少
なくとも一つの画像を生成するために、上記組織サンプルの切片を点ごとに走査する点検
出器、または、
　天然組織分子の蛍光および／または造影剤の蛍光を使用して組織サンプルの切片から少
なくとも一つの画像を生成するために、上記組織サンプルの切片を線ごとに走査する線検
出器、
の少なくとも１つとして動作することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　上記画像取得システムを使用する工程は、後に連結することで上記組織サンプルのより
大きい切片または上記組織サンプル全体の１つの拡大画像を形成するように、上記組織サ
ンプルの異なる切片から取得した複数の画像を提供する工程を含むことを特徴とする請求
項９に記載の方法。
【請求項１１】
　上記紫外線の上記組織サンプルにおける透過深度は、ひとつには上記照明励起光源を上
記組織サンプルの表面に対して所望の入射角に配置することによって、またひとつには上
記励起波長を調整することによって、制御されることを特徴とする請求項１に記載の方法
。
【請求項１２】
　上記入射角は、上記組織サンプルの表面に対して４０°から８０°の間であることを特
徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　上記入射角は、上記組織サンプルの表面に対して９０°以下であることを特徴とする請
求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　上記紫外線の上記組織サンプルの表面下への透過深度は、約５マイクロメートルから約
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２５マイクロメートルの間であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　上記透過深度は、約１０マイクロメートルであることを特徴とする請求項１４に記載の
方法。
【請求項１６】
　上記画像取得システムを使用する工程の動作は、焦点信号と不要な信号成分との相対寄
与が異なる複数の画像を取得する工程を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　複数の画像を取得する工程の動作は、
　ａ）撮像のための、２つ以上の励起波長および１つの発光スペクトル帯域を使用して、
画像を取得する工程と、
　ｂ）同じ励起波長またはスペクトル帯域を使用して、２つ以上の異なる発光スペクトル
帯域を取得する工程と、
　ｃ）撮像のための、２つ以上の励起波長および２つ以上の異なる発光スペクトル帯域を
使用して、画像を取得する工程と、
　ｄ）同じ励起波長を使用する２つ以上の光励起入射角を使用して、画像を取得する工程
と、
　ｅ）異なる励起波長を使用する２つ以上の光励起入射角を使用して、画像を取得する工
程と、
　ｆ）撮像のための、同じ発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角を使用
して、画像を取得する工程と、
　ｇ）撮像のための、異なる発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角を使
用して、画像を取得する工程と、
　ｈ）撮像のために使用される、発光の同じ偏光状態を使用する励起の２つ以上の偏光状
態を使用して、画像を取得する工程と、
　ｉ）撮像のための、発光の異なる偏光状態を使用する励起の１つの偏光状態を取得する
工程と、
　ｊ）撮像のための、異なる発光スペクトル帯域を使用する特定の入射角における２つ以
上の光励起回転角を使用して、画像を取得する工程と、
　ｋ）ａ）からｊ）の組み合わせを使用する工程と、
　ｌ）様々な空間変調照明（励起）パターンを使用して、２つ以上の画像を取得する工程
と、
　ｍ）画像処理を介して、より深いまたは表面的な信号を除外するために使用される画像
を提供するように構成された、異なる空間変調照明（励起）構造を使用して、画像の配列
を取得する工程と、
の少なくとも１つを含むことを特徴とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　組織サンプルを分析するシステムであって、上記組織サンプルは、組織または細胞成分
に選択的に蓄積する蛍光染料または蛍光標識分子プローブを含む１つ以上の蛍光物質に晒
された組織サンプルであり、上記システムは、
　上記組織サンプルにおける紫外線の透過が、表面からの選択された深度の近傍のみに制
限されるように選択される波長を有する紫外線を、上記組織サンプルの表面に照射するよ
うに構成された照明励起光源と、
　上記組織サンプルに関する光情報を提供する顕微鏡と、
　上記顕微鏡によって提供された上記光情報から１つ以上の画像を生成する画像取得シス
テムと、
　分析のために上記１つ以上の画像の処理および表示を行うため、上記画像取得システム
と通信する表示システムと、
を含むことを特徴とするシステム。
【請求項１９】
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　上記組織サンプルへの紫外線の照射は、
　３５０ｎｍ、
　３４０ｎｍ、
　３３０ｎｍ、
　３２０ｎｍ、
　３１０ｎｍ、
　２９０ｎｍ、
　２８０ｎｍ、
　２７０ｎｍ、
　２６０ｎｍ、
　２５０ｎｍ、
　２４５ｎｍ、
　２４０ｎｍ、
　２３５ｎｍ、
　２３０ｎｍ、
　２２５ｎｍ、
　２２０ｎｍ、
　２１０ｎｍ、
　２００ｎｍ
の少なくとも１つを中心とする光の波長より選択される波長域を有する紫外線光源を含み
、
　上記紫外線光源は、
　　ＬＥＤ、
　　レーザ、
　　波長可変レーザ、または
　　連続レーザ光源、アーク灯、レーザ点火アーク灯、クリプトン臭素エキシマランプ、
または所望のスペクトル域の十分な明るさを持つ別の光源のうち、少なくとも１つを含む
連続光源、
の少なくとも１つを含むことを特徴とする請求項１８に記載のシステム。
【請求項２０】
　上記サンプルは、石英、溶融シリカ、サファイア、またはＴＰＸ（登録商標）ポリメチ
ルペンテンを含む紫外線透過プラスチックの少なくとも１つを含む紫外線透過材により形
成される支持体によって支持され、
　上記支持体は、
　接触面において良好な光学特性を確保するように上記サンプルを押し付けることができ
る平面窓として構成することができる支持体、または、
　場合によっては使い捨て可能であり、上記組織を導入することができるキュベット形状
部材として構成することができ、周囲の撮像のために、４つ以上の平坦または場合によっ
ては湾曲した表面を提供する支持体、
の少なくともいずれかであることを特徴とする請求項１８に記載のシステム。
【請求項２１】
　上記画像取得システムは、焦点信号と不要な信号成分との相対寄与が異なる複数の画像
を取得するように構成され、上記複数の画像は、
　ａ）撮像のための、２つ以上の励起波長および１つの発光スペクトル帯域を使用する画
像と、
　ｂ）同じ励起波長またはスペクトル帯域を使用する２つ以上の異なる発光スペクトル帯
域と、
　ｃ）撮像のための、２つ以上の励起波長および２つ以上の異なる発光スペクトル帯域を
使用する画像と、
　ｄ）同じ励起波長を使用する２つ以上の光励起入射角を使用する画像と、
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　ｅ）異なる励起波長を使用する２つ以上の光励起入射角を使用する画像と、
　ｆ）撮像のための、同じ発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角を使用
する画像と、
　ｇ）撮像のための、異なる発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角を使
用する画像と、
　ｈ）撮像のために使用される、発光の同じ偏光状態を使用する励起の２つ以上の偏光状
態を使用する画像と、
　ｉ）撮像のための、発光の異なる偏光状態を使用する励起の１つの偏光状態と、
　ｊ）撮像のための、異なる発光スペクトル帯域を使用する、特定の入射角における２つ
以上の光励起回転角を使用する画像と、
　ｋ）ａ）からｊ）の組み合わせを使用する工程と、
　ｌ）様々な空間変調照明（励起）パターンを使用する２つ以上の画像と、
　ｍ）画像処理を介して、より深いまたは表面的な信号を除外するために使用される画像
を提供するように構成された、異なる空間変調照明（励起）構造を使用する画像の配列と
、
の少なくとも１つを含むことを特徴とする請求項１８に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、紫外線等の短波長励起による蛍光顕微鏡検査によって、人間および動物の組
織の構造的および分子的撮像を行うためのシステムおよび方法に関する。より詳細には、
本開示は、組織サンプルに対するホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）およびその
後のミクロトーム切片化、または凍結および切片化を行う必要がなく、厚い組織サンプル
に対して光学的に切片化を行い、表面近傍組織のミクロ構造の高解像度画像を得ることが
できるシステムおよび方法に関する。さらに、上記システムおよび方法は、従来の、また
は新たな蛍光染色液および標識とともに使用することができ、診断用組織、組織組成、お
よび腫瘍細胞の有無の少なくともいずれかを調べるための生検標本の切除断端範囲を監視
する等、外科的ガイダンスに関する効果的な分析が可能となる。
【背景技術】
【０００２】
　本セクションでは本開示に関連する背景情報を説明するにすぎず、先行技術であるとは
限らない。
【０００３】
　細胞レベルでの組織の機能的および構造的な撮像を可能にする技術は、様々な分野にお
いて非常に重要である。具体的には、臨床診療の分野で、長きにわたり基準になる検査と
されている病理組織学的診断は、生検または外科的切除における薄い染色された組織標本
の撮像、検死または部検に由来するサンプル、完了するまでに数時間から数日を要する可
能性のある処理、に基づいて行われる。組織構造、遺伝子、または形質に関する情報は、
生体内で、または標本を除去した直後に取得するのが理想的である。本明細書では、切除
断端評価、生検の品質管理、迅速な診断、および迅速な分子特性解析を含む、高速顕微鏡
検査システムの考えられるいくつかの適用範囲について説明する。これらの特徴は、臨床
病理学の適用において重要であるだけではなく、生物学、薬理学、および毒物学の研究に
おいても重要である。さらに、組織サンプルは、適切な撮像光学系を利用できる限り、皮
膚や口腔粘膜と同様に、生物内の原位置にあってもよい。
【０００４】
　切除断端評価に関し、手術中に得られる生検の凍結切片の評価については、臨床診療に
おける所定の作業となり得るが、多くの問題を伴う。これらの問題には、配向、包埋、凍
結、切断、染色、および切片の染色結果の観察にかかる時間も含まれる。この処理には、
各標本につき１０分間以上かかることがある。さらに、大部分の凍結標本の品質が最適で
ない可能性があり、ホルマリン固定パラフィン包埋（「ＦＦＰＥ」）標本の品質より低い
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ことが多い。その結果として起こる遅延や解釈に関する課題により、手術中の生検または
切除断端評価の使用が制限される。その結果、手術中には断端評価が行われない場合、追
加の手術が必要になることがある。例えば、乳癌手術の２０～４０％については、切除断
端、またはその近傍に残存する癌、すなわち、最初の外科処置中に検出するのが理想であ
った癌の沈着物を取り除くために、再手術を行わなければならない。
【０００５】
　凍結切片の差し替えの必要性についてはよく理解されており、多くの団体や企業がこの
分野での取り組みを行っている。技術としては、光散乱、分光法、電気インピーダンス等
を含む撮像に基づかない手法の他、線走査共焦点システム、広範囲ＯＣＴ、多光子顕微鏡
検査、が挙げられる。
【０００６】
　生検品質管理も、本開示で扱う分野として挙げられる。生検、特に小さな比較的非侵襲
的な針生検においては、注目される組織が含まれていることが重要である。例えば、腎臓
の診断においては、針生検に糸球体が含まれている必要があり、癌の診断においては、当
然、病巣が適切に採取されている必要がある。組織病理検査、フローサイトメトリー、核
酸抽出等の様々な目的のためにサンプルの分割が必要な場合、例えば、組織の分割された
各部分に、対象となる細胞または構造が含まれていることが望ましい。さらに、場合によ
っては、腫瘍と間質とがどのような割合を占めているのかを推定することが重要となる。
適切な内容物が確実に含まれるように生検組織を迅速に検査する非破壊的方法が有用であ
ると考えられる。
【０００７】
　取り除いた組織サンプルに対して迅速に診断を行うことも重要である。取り除いた組織
の大部分には、最終的な診断を行う前に従来のＦＦＰＥ処理が施され、ワークフロー次第
では、数日間あるいは数週間もの遅延をこうむる。生検時または手術時に診断を行うこと
ができれば、遅延の減少、患者の苦痛の低減、同日の臨床計画の促進、および総費用の削
減が可能になる。
【０００８】
　取り除いた組織サンプルに対して分子特性解析を迅速に行うことも重要である。同様に
、癌マーカーまたはコンパニオン診断のための免疫組織化学法または免疫蛍光検査等の多
くの分子検査は、最初の組織診断後まで指示されず、さらに数日から数週間の遅延を招く
。同時または続いて行われる迅速な分子染色に伴う形態確認が可能な顕微鏡システムがあ
れば、組織に基づくすべての必要な情報を同日中に生成することができるため、患者にと
って非常に有益であり、提供者にとっては費用の削減となる。
【０００９】
　ローレンス・リバモア国立研究所とカリフォルニア大学デービス校が以前行った研究で
は、生体内での撮像における適用を含む、上述した課題に取り組むための新たな撮像方法
が開発された。この共同研究の結果を示す特許が、Ｄｅｍｏｓ　ｅｔ　ａｌ．による米国
特許第７，９４５，０７７号「組織内のミクロ構造および細胞の生体内撮像用ハイパース
ペクトル顕微鏡」である。Ｄｅｍｏｓ（ローレンス・リバモア・ナショナル・セキュリテ
ィ，エルエルシー所属）による米国特許第８，３２０，６５０号「組織の生体内スペクト
ル微小撮像」も、組織のミクロ構造および組織の生体撮像に関する。上記２つの特許は、
参照することにより本開示に援用される。上記２つの米国特許に記載された技術により、
未処理の組織標本における、細胞規模での組織の構造および構成の可視化が可能となる。
この撮像技術では、２つの物理的機構または特性が利用される。１つ目は、組織に表面的
にのみ透過する紫外線の使用である。より具体的には、組織の種類や波長に応じて、紫外
線が約数マイクロメートル～数十マイクロメートルのみ透過する。その結果、この表面組
織層で生成される蛍光信号を、顕微鏡の被写界深度と同等の厚さ内に含めることができる
。斜角照射も、任意の波長での励起の光子の透過深度を制限する方法として使用される。
透過深度は、その深度に到達する光の量が光の入射量の１／ｅ（または、１０％等の所定
の部分的量）となる深度とする等、様々な方法で規定することができる。
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【００１０】
　２つ目の主要な物理的機構または特性は、分析される組織の細胞区分における天然蛍光
物質の使用である。自然の「染色」方法を実現する、細胞区分に含まれる天然蛍光物質（
トリプトファン、コラーゲン、エラスチン、ＮＡＤＨ等）の濃度には十分なばらつきがあ
る。さらに、造影剤の放出に基づく画像を得ることができ、当該画像を天然蛍光物質の画
像と組み合わせることで、追加の分子情報を得ることができる。
【００１１】
　本開示の方法は、１）画像取得のための天然組織蛍光分子および外因性染料や標識の使
用、２）短時間での画像取得（ミリ秒オーダー）、３）手持型装置を含む幅広い装置設計
への組み込みの容易化等のいくつかの機能を提供する。重要なことであるが、本開示の方
法は、従来使用されていた技術と比較して、非常にシンプルで安価である。これらの点が
、他の新しい技術と比較して重要な利点である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　その結果、臨床において、生検が行われた人間および動物の組織に対して、凍結切片評
価を行う必要性を低減または排除するシステムおよび方法が依然として必要とされている
。より詳細には、時間や費用がかかる比較的大きな組織サンプルの凍結および物理的な切
片化が不要で、手術中の生検および切除したばかりの組織サンプルの少なくともいずれか
の切除断端評価に適したシステムおよび方法であって、組織サンプルの評価、診断、切除
断端分析にさらに役立つ、従来の蛍光染色液および標識とともに使用するのに適したシス
テムおよび方法が必要とされている。動物研究の分野において、身体機能の基本的な理解
のために病気の発現や進行を研究するため、創薬および他の領域で、組織標本の評価を迅
速かつ安価で実施可能な方法であり、従来の時間のかかる技術的に困難で比較的高価な組
織病理評価が不要となる計測が必要とされている。本明細書で開示されている発明は、上
記の多くの必要性に対応するものである。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　一態様において、本開示は、組織を分析する方法に関する。上記方法は、組織サンプル
を取得する工程と、上記組織サンプルを、組織または細胞成分に選択的に蓄積する蛍光染
料または蛍光標識分子プローブを含む１つ以上の蛍光物質に晒す工程と、を含んでもよい
。約２００ｎｍから約４００ｎｍの波長の１つ以上の紫外線光源を上記組織サンプルの表
面に照射するために照明励起光源を使用してもよい。上記波長は、上記組織サンプルにお
ける紫外線の透過が、表面からの選択された深度の近傍のみに制限されるように選択され
てもよい。上記組織サンプルを撮像するために顕微鏡光学システムを使用してもよい。１
つ以上の画像を記録するため、上記顕微鏡光学システムから光情報を受け取る画像取得シ
ステムを使用してもよい。分析のために上記画像の処理および表示を行うため、上記画像
取得システムと通信する表示システムを使用してもよい。
【００１４】
　他の一態様において、本開示は、組織サンプルを分析するシステムであって、上記組織
サンプルは、組織または細胞成分に選択的に蓄積する蛍光染料または蛍光標識分子プロー
ブを含む１つ以上の蛍光物質に晒された組織サンプルであるシステムに関する。上記シス
テムは、紫外線を上記組織サンプルの表面に照射するように構成された照明励起光源を備
えてもよい。上記照明励起光源は、上記組織サンプルにおける紫外線の透過が、表面から
の選択された深度の近傍のみに制限されるように選択される波長を有してもよい。上記組
織サンプルに関する光情報を提供する顕微鏡が備えられてもよい。上記顕微鏡より提供さ
れた上記光情報から１つ以上の画像を生成する画像取得システムが備えられてもよい。分
析のために上記１つ以上の画像の処理および表示を行うため、上記画像取得システムと通
信する表示システムが備えられてもよい。
【００１５】
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　本明細書の記載により、適用性のさらなる範囲が明らかになるであろう。上記記載およ
び具体例は、説明の目的で挙げられているにすぎず、本開示の範囲を限定するものではな
いことが理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
　本明細書で説明する図は、説明の目的で挙げられているにすぎず、決して本開示の範囲
を限定するものではない。
【図１】本開示の方法を実施するためのシステムの一例のハイレベルブロック図である。
【図２Ａ】標準的な既製の組織学的エオシン液に短時間晒され、４０５ｎｍ（青色光、可
視域）および２７５ｎｍ（紫外線）で励起され、図１に示される顕微鏡システムを使用し
て撮像された、未固定の子羊の腎臓の同じ領域を示す一対の画像である。上記４０５ｎｍ
の励起光は、上記組織内に約数十ミクロン透過し、複数の細胞層から発光された。上記２
７５ｎｍの励起光は、はるかに浅く透過し、上記組織の表面に最も近い小管が識別可能と
なった。
【図２Ｂ】作動距離が長いレンズおよび自動ｘｙｚ顕微鏡ステージを使用して１０倍で撮
像された、エオシンで着色した子羊の腎臓（図２Ａと同じサンプル）の１０倍に拡大した
領域の合成写真である。上記合成画像の個々のパネルは、示される合成写真を作成するた
めに、平面化され、自動的に連結されている。上記小管および集合管が厳密には同一平面
上にはないために、上記小管および集合管の外観は立体的であり、斜角照明が、立体的な
外観を示す影を作る。また、陰影形状解析（Ｓｈａｐｅ　ｆｒｏｍ　ｓｈａｄｉｎｇ）ソ
フトウェアは、特に追加の励起角度により、立体定量データを生成し、所望の画像平面の
上下の領域を強調または排除することができる。
【図３Ａ】標準的な透過光顕微鏡で観察した、従来通りに固定、着色されたマウスの心筋
の画像である。図３Ｂは、エオシン、およびＤＡＰＩといった細胞核染色剤で着色され、
ＬＥＤにより２７５ｎｍを中心とする励起光で励起された新鮮なマウスの心筋組織を示す
。上記画像は、上記システムを使用して１０倍の倍率で撮像され、エオシンおよびＤＡＰ
Ｉの帯域は、適切な発光帯域フィルタを使用して別々に収集された。結果として得られた
上記画像は、伝統的な明視野透過Ｈ＆Ｅ染色を模して再度着色された。挿入部分は、細胞
核の特徴が視覚化できることを示す。
【図４Ａ】上記のようにエオシンおよびＤＡＰＩで着色し、２７５ｎｍで励起され、より
低い倍率（５倍）で撮像された正常な乳腺小葉および周辺組織の画像を示す。上記組織は
、ホルマリンで固定されたが、切片化されておらず、上記方法が、新鮮な組織だけではな
く固定の組織にも適用可能であることを示している。上記画像は、標準的なＨ＆Ｅ明視野
着色を模して再度着色された。図４Ｂは、未固定（新鮮）で、切片化されておらず、ＤＡ
ＰＩおよびエオシンで着色、撮像され、Ｈ＆Ｅを模して再度着色された胸の間質および脂
質（１０倍）を示す。挿入部分は、観察できるクロマチンテクスチャ特性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　以下の記載は、実際は例にすぎず、本開示、適用、用途を限定するものではない。図面
全体にわたって、対応する符号は、対応する部分および特徴を示すことが理解されるべき
である。
【００１８】
　伝統的な病理学の方法により、病理学標本は、組織の薄片を標準的な顕微鏡で観察する
ために、物理的に切断する必要がある。代わりに、組織を光学的に切片化できれば、凍結
、または固定およびパラフィン包埋およびその後のミクロトーム法が不要になる。本明細
書に記載した前述の方法は、安価かつ効率的に厚い標本を光学的に撮像する、米国特許第
７，９４５，０７７および米国特許第８，３２０，６５０に開示されているように、短紫
外線（一般的に２６６ｎｍ）励起による、組織固有の組織蛍光生体分子を使用した、組織
の斜めの広視野の蛍光撮像を中心とする。本開示は、大きな組織サンプルの凍結や物理的
な切片化が不要な、蛍光染色液および標識を使用した新たな方法を開示することによって
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、米国特許第７，９４５，０７７号および米国特許第８，３２０，６５０号の技術内容に
ついてさらに詳しく説明する。そのような染色液および標識は、広く入手可能であり、組
織成分、細胞型（良性／悪性を含む）、特定の細胞下区画および外因性病原体に蓄積する
ように構成され、異なる波長の光を発するため、撮像中に切片化することが可能である。
したがって、本開示の方法の特定の面は、従来の組織病理学における組織細胞のＦＦＰＥ
処理による染色と同様である。しかしながら、多くの、場合によっては大部分の蛍光染料
が、発光波長帯にかかわらず３３０ｎｍ以下の紫外線領域において励起可能であるという
点は、一般的にあまり、またはほとんど理解されていない。本開示は、より深い部分から
発生する望ましくない信号成分を減少させる技術だけではなく、撮像されている組織の切
片の深度を制御することが可能となる新たな方法を開示することによって、参照すること
により本明細書に援用される米国特許第７，９４５，０７７号および米国特許第８，３２
０，６５０号の技術内容をさらに発展させたものである。
【００１９】
　本開示の上記方法により、蛍光組織染料または分子標識に短時間晒す組織調製のみによ
って、または、最適な組織標識化の必要に応じて、透過性、ｐＨ、透過状態、イオン組成
等を制御するための、ホルムアルデヒド、パラホルムアルデヒド、各種アルコール、アセ
トン、中性洗剤等の固定剤に短時間晒すような他の組織調製方法によって、例えば透明の
（溶融シリカまたは石英、サファイア、または紫外線透過プラスチック）窓に対して軽く
押し付けた際の、外科生検材料の切断面の評価を行うことができる。標識化は、組織化学
的に組織と相互作用する伝統的または非伝統的な染色液を介して行ってもよく、または抗
体、アプタマー、または核酸プローブ等の検出用蛍光物質に結合した分子的に特異的な薬
剤であってもよい。組織調製および試薬の標識化との相互作用は、数秒から数分で発生可
能であり、晒す必要があるのは組織の最も表面の数ミクロンのみであるため、標本の大部
分は影響を受けない。
【００２０】
　上記蛍光組織染料は、例えば、エオシンおよび４’，６－ジアミン－２－フェニルイン
ドール（「ＤＡＰＩ」）を含んでよい。上記染料は、撮像される組織サンプルの表面にＨ
＆Ｅ同様のコントラストをもたらすのに役立つ。３５０ｎｍ～２００ｎｍのスペクトル域
において十分に励起可能であり、３５０ｎｍ～９５０ｎｍのスペクトル域において有用な
発光帯域を有する染料および蛍光物質の更なる例としては、これに限定されないが、エオ
シン染料類、トルイジンブルーＯ、メチレンブルー、ＤＡＰＩ、アクリジンオレンジ、Ｄ
ＲＡＱ５、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２および３３５２８、カルセイン－ＡＭ、プロピジウ
ムヨウ化物、ナイルブルー、ナイルレッド、オイルレッドＯ、コンゴレッド、ファストグ
リーンＦＣＦ、ＤｉＩ、ＤｉＯ、ＤｉＤ等、ＴＯＴＯ（登録商標）、ＹＯ－ＰＲＯ（登録
商標）等、ニュートラルレッド、ニュークリアファストレッド、ピロニンＹ、酸性フクシ
ン、アストラゾン類染料、ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒおよび他のミトコンドリア染料、Ｌｙ
ｓｏＴｒａｃｋｅｒおよび他のリソソーム染料、サフラニン染料、チオフラビン染料、蛍
光ファロイジン、ＣｅｌｌＭａｓｋ（商標）、エバンスブルー、ＳＹＴＯＸ（登録商標）
グリーン等の形質膜染料、およびオーラミン等の感染因子に結合する蛍光化合物を含む。
【００２１】
　さらに、使用できる分子プローブは、これに限定されないが、抗体および関連分子、
アプタマー、Ｓｏｍａｍｅｒｓ（商標）、核酸オリゴマー、ＬＮＡ、およびその他を含む
。これらのプローブは、直接または間接的に蛍光標識と複合体を形成することができ、蛍
光標識は、これに限定されないが、カーボンナノチューブ、カーボン量子ドット、有機蛍
光標識（フルオレセイン、ローダミン、アレクサ染料、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５、Ｃｙ５
．５等、テキサスレッド、クマリン系蛍光物質、ＩＲＤｙｅ８００、インドシアニングリ
ーン、ＢＯＤＩＰＹ、ＤｙＬｉｇｈｔ染料、オレゴングリーン、フィコエリトリン等）、
希土類元素、半導体量子ドット、有機量子ドット、ポリマードット（ｐＤｏｔ）、蛍光ナ
ノ粒子（シリカビーズ、ポリマーソーム、ポルフィリン系ミセルおよびリポソーム等）、
およびＦＲＥＴ系染色複合体等の標識クラスを含む。
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【００２２】
　または、上記蛍光信号は、生検、手術、検視または部検の前に患者や動物モデルの生体
内に投与される標識の結果として生じ得るものであり、その後、システム１０を使用して
検知することができる。
【００２３】
　または、例えば、好適な温度および酸化特性を有する組織培地中に組織を成長可能な状
態で培養し、薬剤を活発に吸収または適切に処理する細胞内で蛍光標識を生成する薬剤に
当該組織を晒すことで、生体外機能標識化を発生させることが可能である。そして、これ
らの生体外で標識化された組織は、システム１０を使用して検査することができる。
【００２４】
　図１には、本開示の一実施形態に係るシステム１０が示されている。システム１０は、
参照することによりその技術内容が本願に援用される米国特許第７，９４５，０７７号に
記載のシステムに類似していてもよい。システム１０は、組織サンプル１４に紫外線を照
射する紫外線（ＵＶ）照明光源１２を備えていてもよい。紫外線光源１２は、１つ以上の
ＬＥＤ、波長固定発光または波長可変発光のレーザ、スペクトル選択可能な連続レーザ、
従来のまたはレーザ点火アーク灯、またはクリプトン臭素エキシマランプ、または所望の
スペクトル域の十分な明るさが得られる他の光源を含む光源のいずれかであってもよい。
【００２５】
　上記組織サンプルは、励起光を透過する無蛍光／低蛍光窓１６の上または下へ軽く押し
付けられてもよく、または窓１６無しで直接撮像されてもよい。さらに、生検標本の４面
を容易に取得するため、上記組織は、紫外線透過性プラスチックから成る、場合によって
は使い捨て可能な、横断面が長方形のキュベットに導入される。上記組織は固定されて配
置されるため、４つすべての撮像面が、一致する組織表面と直接接触するはずである。４
面すべてを撮像するため、キュベットを手動または自動で再配置してもよく、または、鏡
を使用した他の光学装置により、例えば、サンプルを移動させることなく２つ以上の面を
撮像することが考えられる。他の組織処理方法を使用してもよい。少なくとも１つの撮像
カメラ１８ａ、例えばＣＣＤカメラが、画像取得システム１８の一部を形成し、当該撮像
カメラ１８ａは、（光学システムとして機能する）好適な顕微鏡２０によって撮像される
組織サンプル１４の画像を記録するために作動する。画像取得システム１８は、以下で詳
しく説明するデジタル差分画像処理サブシステム１８ｂを備えていてもよい。
【００２６】
　多くの異なる蛍光染料を３５０～２２０ｎｍ範囲の紫外線で励起することができるため
、一度に複数の薬剤を使用して染色すること（マルチプレクシング）が可能である。例え
ば、ＤＡＰＩとエオシンは、両方が含まれていてもよく、青色および緑色範囲の信号を生
成する。赤色に発光する別の染料または標識を加えることにより、３つ目の信号が得られ
る。または、カメラ１８ａは、生成された発光の異なる色を撮像可能なカラーカメラであ
ってもよい。追加の標識がある場合、または従来のカラー（ＲＧＢ）カメラで得られるも
のよりも優れた、名目上の赤、緑、および青の標識の切片を所望する場合は、１つ以上の
モノクロカメラ、またはモノクロカメラとカラーカメラとの組み合わせを、総称的にカメ
ラ１８ａと称してもよく、組織サンプル１４の画像を同時または順次取得するために使用
されてもよい。必要に応じて、所定のスペクトルの出射光のみを透過するように構成され
た１つ以上の光学フィルタ１９を組み込んでもよい。そのようなフィルタ１９は、従来の
フィルタホルダに配置してもよいし、センサの個々の画素を覆うように配置してもよいし
、光照射野技術を採用した、マイクロレンズを有するスナップショット撮像システム、ま
たは他の単一取得設計に組み込んでもよい。または、波長可変フィルタベースのマルチス
ペクトル撮像システムを採用してもよい。より一般的には、スペクトルおよび空間に関す
る情報を生成できる任意の励起および発光側システムの少なくともいずれかを使用できる
。
【００２７】
　カメラ１８ａは、必要に応じて、処理を行うために画像データをデジタル差分画像処理
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サブシステム１８ｂに送信し、それによって得られる画像が表示システム２２に送信され
る。カラー分離またはスペクトル分離の後、または他の処理を実施後、異なる標識の分布
および存在度パターンに対応する個別の成分画像を生成することができる。または、実際
のまたは疑似的な着色により、組み合わせた染料または蛍光物質情報を含む融合された単
一画像を生成して提供することができる。表示システム２２としては、ラップトップコン
ピュータ、電子タブレット、スマートフォン、またはデジタル画像を表示可能な任意の他
の装置が適しているが、この例においては、表示システム２２は、モニタ付きデスクトッ
プコンピュータシステムにより形成されている。上記の取得画像は、検査のため、表示シ
ステム２２からリモート設備２４に送信されてもよい。または、上記画像はシステム１０
から直接（すなわち、表示システム２２を迂回して）リモート設備２４に送信されてもよ
い。どちらの場合も、上記取得画像は、天然組織蛍光を使用して取得された後、および上
記組織が選択された蛍光染料または分子標識に晒された後の少なくともいずれかの後、訓
練を受けた人員によってほとんどすぐに検査されてもよい。上記取得画像は、表示システ
ム２２の好適な記憶システム、およびリモートデジタルメディア記憶サブシステムの少な
くともいずれかに保存されてもよい。さらに、以下で簡単に説明するように、上記画像は
、自動または半自動コンピュータプログラムを使用して解釈または定量化されてもよい。
【００２８】
　本開示のシステム１０および方法の特有の利点は、本明細書に記載された波長の光がタ
ンパク質や核酸等の組織成分に強力に吸収されることである。その結果、励起光の大部分
は、組織サンプルの表面から細胞１個分または数個分の深度のみ透過する。これにより、
物理的な切片化が不要となる。別の重要な利点は、本開示の方法により採用される紫外線
スペクトル領域の光によって、実質的にすべての蛍光染料を励起することができることで
ある。これにより、分子プローブを含む複数の光造影剤の使用が著しく容易になる。
【００２９】
　別の利点としては、照明が軸上ではなく斜角で行われ、３次元の情報を提供する、陰影
または影の情報を提供することが挙げられる。この光学的効果は、認知できる形状または
深度を知覚させるために直接取得した画像において明らかであり、または、計算により取
得した深度情報または追加の軸切片化、または他の解像度向上のために、例えば断層撮影
法等の様々な数学アルゴリズムに入力することができる。
【００３０】
　組織サンプルの凍結および物理的な切片化が不要な方法と組み合わせて、蛍光染料およ
びプローブを使用することにより、迅速な撮像が可能となり、一般的に広視野で高解像度
の画像を１分以下で作成することができる。さらに、直接標識化された抗体または核酸プ
ローブによって上記組織の染色（ＲＮＡ蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（「
Ｔｕｒｂｏ　ＲＮＡ　ＦＩＳＨ」）等のように迅速なハイブリッド形成が可能）を行うこ
とも可能であり、特異性染色と非特異性染色とは、対象プローブと対象でないプローブと
を同時に使用することによりすぐに区別できる。治療および適切な光学的後処理の手順に
より、病理学者に許容される画像品質の実現が可能となる。当該品質は最初の診断作業に
おいても適している。本願のシステム１０および方法は、上記の他の手法と比較して安価
である。その理由の１つとしては、上記方法の実施には、レーザまたはダイクロイックミ
ラーさえも不要であることが挙げられる。この範囲の紫外線は、従来の顕微鏡光学系では
透過されないため、励起阻止フィルタが不要になる。場合によっては、本開示の上記方法
は、１つ以上の紫外線ＬＥＤ照明光源、顕微鏡レンズ、好適なカラーカメラ、および好適
な表示／演算システムのみを使用して実施してよい。好適なオプトメカニクスによれば、
携帯電話のカメラでも有用なセンサを提供することができ、安価で現場に配置可能なシス
テムへの一体化が可能であることは明らかである。
【００３１】
　本開示のシステム１０および方法は、さらに組織標本の撮像の最適化の方法についても
示す。当該方法においては、広く入手可能な造影剤を使用し、組織サンプルの凍結や物理
的な切片化を伴う従来の方法で行う場合と比較して、拡大した標本に対して高品質な走査
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を短時間で行うことができる。本開示の技術内容を実施する際には、複数の技術的な検討
事項について考慮すべきである。検討事項としては、これに限定されないが、ａ）適切に
最適化された造影剤および染色方法の選択および／または発見、ｂ）計測にかかる費用を
最小限にする方法、ｃ）大きな標本の撮像に要する時間を最小限にする方法、ｄ）特定の
タスクを実施する計測および構造の選択、ｅ）画像の保存、送信、および処理、およびｆ
）撮像深度の制御方法を含む。次に、本発明に関係する上記の検討事項のそれぞれを、上
に挙げた順番で説明する。
Ａ）適切に最適化された造影剤の選択および／または発見
　使用される上記造影剤は、病理組織学的診断または特性解析に適した組織のミクロ構造
および構成の可視化を可能にするために、例えば、ｐＨ、イオン強度、細胞および細胞下
構造の透過性、水和状態、溶媒、タンパク質および核酸の構造および架橋結合、抗原の入
手可能性等を変更することにより、新鮮な組織標本の細胞下および細胞内区画の染色（染
色を最適化する調整溶液に短時間晒す、または晒さないこと、が可能であればよい。上記
造影剤は、励起に使用される紫外線スペクトル域で吸収し、可視スペクトルのようなより
長い波長で発光すればよい。上記造影剤は、処理時間を最小限にするため、できるだけ早
く物理的に晒して組織を染色すればよい。上記造影剤は、実質的に、組織のマクロ構造ま
たはミクロ構造を変更したり損傷したりすべきではない。造影剤を含む溶液に組織を晒す
時間は最適化してもよい。
【００３２】
　上記造影剤は、タンパク質を凝固または沈殿させ、アルコール、洗剤、またはホルムア
ルデヒド等の、細胞を透過性にする成分を含んでよい。これにより、組織の上端の数ミク
ロンに対してのみ作用すればよいため、作業に数秒しか要さない。選択された造影剤は、
撮像技術および適した後処理とあわせて、現在の診断用画像に類似するＨ＆Ｅ同様の画像
であって、現役の外科病理医によって判断されるように主観的な品質基準を満たす画像を
生成することができる。しかしながら、結果として得られる画像は、たとえ光学的に高品
質であっても、凍結された切片またはＦＦＰＥ技術により得られた画像とは異なっている
かもしれない。その理由は、これらの方法のよく知られている人工物（退縮、細胞核除去
、クロマチン凝集等）が、凍結、固定、パラフィン包埋を行っていない標本には存在しな
い可能性があるからである。さらに、分子プローブの結合および検知を最適化する方法は
、抗原、遺伝子、または発現したＲＮＡ分子の可視化に必要となるであろう。迅速なＨＥ
Ｒ２タンパク質の検知、例えば、ＴＵＲＢＯ　ＦＩＳＨを介した様々なＲＮＡ分子の検知
を可能とする、直接標識化された抗体を使用する迅速な技術がある。
Ｂ）計測にかかる費用を最小限にする方法
　計測の費用は、撮像および処理方法に直接関係するが、撮像された画像の品質および診
断に必要な情報量にも直接関係している。このような一連の動作パラメータ内において、
費用を最小限にするために、好適な計測を選択することができる。そのような費用は、顕
微鏡の対物レンズおよびフィルタを含む光学的要素の取得費用、光源の費用、カメラや検
出器の費用に依存する。これらの部品の入手可能性および費用に応じて、特定の計測構造
を設計することができる。具体的には、１つのモノクロカメラを使用して、複数のスペク
トル画像を得ることができるが、大きな標本の走査により長い時間がかかる。一方、大き
な標本の走査にかかる時間を最小限にするために、明るい光源とあわせて複数のカメラを
使用することもできるが、計測の費用が増加する。または、解像度および光度が十分であ
れば、消費者レベルのＲＧＢカメラが適している場合がある。これにより、一度晒すだけ
で、異なる蛍光成分（内因性または外因性）の発光のフルカラー撮像が可能になる。また
は、小型レンズアレイおよび設定可能なフィルタ挿入部を有するフィルタピクセルマスク
または光照射野撮像を使用するカメラ等のスナップショットスペクトルカメラは、一度晒
すだけで、複数の波長画像を生成することができる。
【００３３】
　大きな標本は、ａ）図２Ｂに示すように、より小さな切片の高解像度の範囲に照明が照
射された画像を連結する、ｂ）走査方法によりポイントごとに紫外線を走査する、または
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ｃ）線走査のために紫外線の線を使用する等の、様々な方法によるこの一般的な手法で撮
像することができる。例えば、構造化照明および単一画素検出器を使用する圧縮センシン
グも適している可能性がある。または、高ＮＡ低倍率レンズ、高画素数カメラ、および複
数の画像からの情報を使用して高品質のレンダリングを生成する計算によるアプローチ等
の、広視野で観察しながら解像度を保持できる方法を使用することができる。サンプルの
移動は、必要に応じて、検出器アセンブリのサンプルホルダモジュールをモータ付ステー
ジに取り付けることによって容易にすることができる。または、サンプルまたはステージ
を手動で移動することができ、結果として得られる画像を自動で連結することができる。
そのため、適切な計測の選択は、組み立て時の部品の取得費用だけではなく、様々な技術
的な仕様に基づいている。
Ｃ）大きな標本の走査に要する時間を最小限にする方法
　走査時間は、検出システムの感度、レンズシステムの開口数、任意のフィルタの透過効
率、励起強度、カメラおよび検出器の少なくともいずれかの量子効率、および造影剤の濃
度等の計測に関連する多くのパラメータに依存している。造影剤の光退色前の最大励起強
度、または実際の組織の光損傷または組織の焼灼等も限定要因である。
【００３４】
　必要な空間分解能が、走査速度において重要な役割を担っている。画像取得中の信号対
雑音の比率は、画像品質が低下しない程度に十分高く保たれていればよい。各場所につい
ての異なる発光帯域の複数の画像が必要になる可能性があるため、複数のカメラまたは他
の並行画像取得方法を使用することにより、走査速度をより速くすることができる。また
は、標準フルカラー（ＲＧＢ）センサを使用して、晒すことが必要な回数を減らすことも
でき、または様々なスナップショットマルチスペクトル撮像技術を採用することもできる
。
【００３５】
　Ｄ）特定のタスクを実施するための計測および構造の選択
　上述のセクションＡ、Ｂ、およびＣで挙げた様々な技術的検討事項に関する説明では、
本開示のシステムおよび方法の技術内容を実施するために使用できる器具の様々な可能な
構造および種類に注目した。これらは、撮像装置および走査の速度や方法に関連する。以
下の技術的検討事項Ｆ）で扱う照明形状から別の側面が生じる。概して、上記撮像方法に
は、照明、集光およびフィルタリング、画像取得、大きな標本の走査、複合デジタル画像
の作成、画像の分析および向上のための装置が必要となる。特に、低価格での実装は、世
界の健康用途、携帯電話または類似するセンサの強化、および演算および通信プラットフ
ォーム、に関連する資源の乏しい状況で使用するために設計することができる。
Ｅ）画像の保存、送信、および処理
　上記サンプルの画像は、直ちにデジタル化され、様々な種類のデジタル記録媒体に保存
されてもよい。画像ファイルは、遠隔診察が容易になるように現在および未来の情報技術
を使用して、直ちに送信されてもよい。機械学習（または他の様相）による画像の分割、
分類、および定量化の能力を追加することにより、本開示のシステムおよび方法の性能お
よび有用性が向上し、自動診断をもたらすのに役立つ可能性がある。
Ｆ）撮像深度の制御方法
　撮像深度の制御は、診断分析用に適した品質の画像を生成するために特に重要である。
現在の組織病理学分析における撮像深度は、染色および顕微鏡での観察を実施する前に、
処理済みの組織の切片を切断することで制御される。本開示のシステムおよび方法によれ
ば、高品質の画像を得るために、上記サンプルは、平坦面がクリアな光学サンプル支持体
に並置できるように切断しなければならない可能性があるが、切片化の実施は、組織サン
プルを物理的に薄く切るのではなく、光学的に行うことができる。従来のカバースリップ
同様に、上記サンプル支持体表面は、最適な画像品質を得るために適した厚さと屈折率を
有している必要がある。照明光源１２からの励起光子の組織サンプル１４への透過深度を
光学的に制御することは、システム１０の重要な特徴である。最適な透過深度は多少変わ
る可能性があるが、現時点での好ましい透過深度は約５～２５マイクロメートルであり、
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より好ましくは約１０マイクロメートルである。この深度は、ある比率で照明の減衰が起
こる、組織サンプル１４の表面からの距離を表す。しかしながら、この深度よりも深い地
点まで到達できる光子があり、そのようなより深く透過する光子により、意図する撮像区
域（すなわち、表面とその表面下約１０マイクロメートルとの間の区域）の外にある信号
が提供されるであろう。選択された撮像深度よりも深い層からのそのような光子により生
成された蛍光信号を除外することが有用である場合がある。
【００３６】
　本願で説明した適用と同様の効果をもたらす別の機構、すなわち、特定の組織成分また
は分子標的を強調するための蛍光造影剤の使用も行われる。具体的には、紫外線によって
組織を励起することにより、近紫外線の自己蛍光が生成される。上記蛍光造影剤は、紫外
線励起および近紫外線自己蛍光の両方により、励起可能となる。近紫外線自己蛍光は、組
織内で生成され、全方向に等しく向けられるため、励起が多少追加され、そのため、より
深い部分から組織への励起が引き起こされる。
【００３７】
　本開示のシステムおよび方法は、上記のすべての検討事項に対応している。簡単にする
ため、以下では、２つの主な問題であるＡ）撮像区域の深度の制御、およびＢ）画像処理
による不要な信号成分の除去について説明する。
【００３８】
　上記撮像区域の深度は、紫外線照明励起光源１２からの信号の励起波長を使用して、制
御することができる。この撮像方法では、透過深度を浅くするため、紫外線励起が使用さ
れる。しかし、撮像区域の正確な深度を制御する必要がある場合は、励起波長が適した波
長にぴったり合っている必要がある。撮像区域の深度は、通常、励起光の波長がより短く
なるのと同様に減少する、または保持される。これは、約３７０ｎｍ下～約２４０ｎｍの
場合に当てはまる。約２４０ｎｍ未満の場合は、波長がさらに短くなり、透過深度が激減
する。したがって、所定の透過深度を実現するため、適した励起波長を選択することがで
きる。これは図２Ａに示されている。
【００３９】
　撮像区域の深度を制御するために使用できる別のパラメータとしては、励起光の入射角
が挙げられる。法線入射、すなわち紫外線照明励起光源１２を組織サンプル１４の撮像さ
れた表面に応じた平面に対して約９０°で角度２６に配置することにより、斜角入射より
も深く透過することが可能となる。この配置は、図１の照明励起光源１２で示される。こ
の場合、励起光は、組織サンプル１４の表面に対して９０°で組織サンプル１４を照らす
撮像装置（例えば、顕微鏡２０）の対物レンズを通過してよい。組織サンプル１４の上面
に対して斜めの角度で配置された照明励起光源によれば、図１に照明励起光源１２により
示されているように、組織サンプル１４の表面に対して９０°で配置された照明励起光源
１２よりも、透過深度は小さくなる。上記透過深度は、入射角２６が増えるにつれて、減
少する（すなわち、組織サンプル１４の表面に対して９０°に近づく）。入射角２６を慎
重に制御することにより、組織サンプル１４に対する紫外線の透過深度を比較的正確に選
択することができる。
【００４０】
　画像処理は、不要な画像成分を取り除くためにも使用できる。このような成分は、焦点
外および／または撮像区域外の画像成分であってもよい。これらの不要な成分を取り除く
ため、適したデジタル差分画像処理サブシステム２２ａ（図１）を介して実施される差分
撮像方法を使用することができる。また、「差分」という用語は、不要な信号成分を抑制
しつつ、特定の信号成分を向上させるサブシステム２２ａによって実施してもよい、１つ
以上の撮像動作を示す総称として使用されている。そのような動作は、これに限定されな
いが、画像減算、画像除算、または、画素毎の動作または他の手段による他の種類の数学
的画像処理を含んでもよい。
【００４１】
　この種の画像処理では、焦点信号と不要な信号成分との相対寄与が異なる画像が少なく
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とも２つ必要となる。使用可能な複数の異なる方法を次に挙げるが、本明細書に記載の方
法に類似した、同じロジックを提示する他の方法を構築してもよい。
【００４２】
　上記２つ以上の画像は、以下を使用して取得してもよい。
【００４３】
　１）撮像のための、同じ発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の励起波長またはスペ
クトル帯域。
【００４４】
　２）同じ励起波長を使用する２つ以上の異なる発光波長またはスペクトル帯域。
【００４５】
　３）撮像のための、２つ以上の励起波長またはスペクトル帯域および２つ以上の異なる
発光スペクトル帯域。
【００４６】
　４）同じ励起波長またはスペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角。
【００４７】
　５）異なる励起波長またはスペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角。
【００４８】
　６）撮像のための、同じ発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角。
【００４９】
　７）撮像のための、異なる発光スペクトル帯域を使用する２つ以上の光励起入射角。
【００５０】
　８）撮像のための、発光の同じ偏光状態を使用する、励起の２つ以上の偏光状態。
【００５１】
　９）撮像のための、発光の異なる偏光状態を使用する、励起の１つの偏光状態。
【００５２】
　画像処理および数学的な再構成の少なくともいずれかを介して、任意により深いまたは
表面的な信号を除外するために使用可能な画像を提供するように構成された、励起光の様
々な入射角および様々な回転角の少なくともいずれかを使用して撮像される画像の配列。
【００５３】
　１０）さらに上記の組み合わせ。
【００５４】
　１１）様々な空間変調照明（励起）パターンを使用して取得した２つ以上の画像。
【００５５】
　１２）画像処理および数学的な再構成の少なくともいずれかを介して、任意により深い
または表面的な信号を除外するために使用可能な画像を提供するように構成された、様々
な空間変調照明（励起）構造を使用して撮像される画像の配列。
【００５６】
　１３）画像処理および数学的な再構成の少なくともいずれかを介して、任意に、より深
いまたは表面的な信号を除外するために使用可能な、顕微鏡システムによって組織表面の
上下で異なる深度に焦点が当てられる画像の配列。
【００５７】
　図２Ｂの画像で示すように、陰影形状解析（Ｓｈａｐｅ　ｆｒｏｍ　ｓｈａｄｉｎｇ）
分析を含む、上記画像からの追加情報は、光軸の周りに放射状に配置された複数の斜照明
光源を使用して取得できる。
【００５８】
　図３には、マウスの心臓組織の画像が示されている。図３Ａでは、紺色の丸の部分が細
胞核を表し、ピンク色の部分が心筋収縮要素を含む細胞質を表す。ホルマリンで固定され
、ＦＦＰＥ処理されたヘマトキシリンおよびエオシン染色（Ｈ＆Ｅ染色）組織の標準的な
組織学的切片の写真である。これは、医療診断目的で、組織標本に対して機械で切片化お
よび染色を行う、周知の、現在最も広く使用されている方法を示す。この周知の処理では
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、病理学者が上記組織サンプルを顕微鏡で観察できるようになるまでに、（一般的な組織
学研究室のワークフローによる）約２４時間の処理および操作の時間が必要となる。図３
Ｂに示す組織標本の画像は、蛍光染色液および標識とあわせて、本開示のシステム１０お
よび方法を使用して得られた。図３Ａの組織標本は、エオシンおよびＤＡＰＩを含む溶液
に３０秒間浸した。そして、２つの蛍光画像は、顕微鏡（例えば、図１のレンズサブシス
テム２０）で、４５０ｎｍおよび５５０ｎｍを中心とするフィルタを使用して、選択的に
それぞれＤＡＰＩ（細胞核タンパク質に結合）およびエオシンの位置をマッピングするこ
とにより得られる。市販のソフトウェアを使用して、従来の組織病理学のＨ＆Ｅの外観を
模した合成画像（図３Ｂ）が作成された。図３Ｂの画像は、組織標本の染色を含め、約１
分間で得られた。図３Ｂの画像はデジタル画像であるため、有線または無線デジタル送信
サブシステムを介して遠隔地の診断施設または病院に直ちに送信できる。無線通信回線が
使用される場合は、世界のいずれの場所にいる病理学者に対しても事実上すぐに画像を送
信することができる。さらに、上記組織標本は、様々な溶液に短時間晒すことによる表面
的な染色または他の表面の修飾は別として、実施される分析においては、撮像用の平面を
得るために行われ得る二等分以外に物理的な切片化が不要となるため、損傷することがな
い。
【００５９】
　図３Ｂにおいて、より厚い組織切片を撮像しているため、より高い濃度の細胞核１０２
が画像内に見られる。図３Ａでは、組織標本の厚さ約５μｍの切片の画像を示しているが
、図３Ｂの画像は、組織標本の最上層の約２０μｍの撮像深度から得られる。改良型の光
学切片化によれば、例えばより短い波長の照明を使用して、本開示のシステム１０および
方法により、迅速な組織評価のための従来の組織病理学方法を使用して生成された画像と
質的に同様の画像を生成することができる。凍結切片の実験計画を使用する従来の方法で
は、一般的に人工物の凍結および他の問題によって、より品質の低い画像が得られること
、実施に約１０～２０分間かかること、検査した組織標本が物理的に損なわれること、に
留意することが重要である。
【００６０】
　図４Ａおよび図４Ｂは、本開示のシステムおよび方法を使用して取得した組織サンプル
の別の画像を示す。図４Ａは、乳腺小葉および周辺組織（倍率５倍）を示す。上記組織は
、あらかじめホルマリンで固定されたが、切片化されていない。図４Ｂは、切片化されて
いない胸の間質（ほぼ脂質）（倍率１０倍、未固定（新鮮））を示す。図４Ｂの組織は、
ＤＡＰＩおよびエオシンで着色され、撮像されて、Ｈ＆Ｅを模して再度着色された。図４
Ｂの挿入図は、観察できる良好なクロマチンテクスチャ特性を示す。無傷の脂肪球が依然
として存在しているため、凍結された切片または着色されたＦＦＰＥスライドとは外観が
異なる。
【００６１】
　このように、本開示のシステムおよび方法によれば、標準的なＦＦＰＥに基づく組織学
、遺伝物質の抽出、または他の手順を含む、後処理プロセスに使用可能な組織標本の完全
性に対する影響が限定的である方法により、組織標本の分析および評価をはるかに迅速に
行うことができる。
【００６２】
　様々な実施形態について説明したが、当業者は、本開示から逸脱せずに行われる修正や
変更を認識するであろう。上記例示は、様々な実施形態を示すものであり、本開示を限定
するものではない。したがって、本明細書および特許請求の範囲は、関連する先行技術を
考慮して必要な限定のみにより、自由に解釈されるべきである。
Ｇ）画像取得のための標本の処理方法
　本発明の技術内容における撮像においては、顕微鏡システムに対して、サンプルの比較
的平坦な面を提示することが非常に好ましい。この平坦面は、様々な手段により実現でき
る。その手段としては、これに限定されないが、以下のものが挙げられる。
ａ）表面がもともと平坦であってよい。
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ｂ）サンプルの撮像された小切片それぞれを、画像取得のために（画像平面と比較して）
平らな方向に提示できるように、サンプルを複数の方向に回転させて平行移動させること
ができるホルダーにサンプルが付着している。
ｃ）上記標本が、画像取得のために、励起光の透過および生成された信号の送信を可能に
する平坦な光学面に接触させられるが、平坦な面を生成するのに十分な圧力（自身の重量
、サンプルの重量、または外部の重量または圧力を追加的に加えることによる）が加えら
れる。
ｄ）上記サンプルは、標本のほぼすべての露出面を覆う標本の複数の平坦面を示すため、
画像取得のために、励起の透過および生成された信号の送信を可能にする、表面が平坦ま
たは場合によっては湾曲した（キュベット等）適した容器内に挿入される。
【００６３】
　平坦面を生成するサンプル支持体材料は、石英、溶融シリカ、サファイア、またはＴＰ
Ｘ（登録商標）ポリメチルペンテン等の紫外線透過プラスチックを含む紫外線透過材であ
る。上記標本は、スペクトルおよびスペクトル分解能が適切な標本の一連の画像が得られ
るように、顕微鏡の画像平面に対して平行移動および回転の少なくともいずれかを実行す
る。次に、上記画像は、必要に応じて、標本全体または標本の切片の高解像の画像が得ら
れるよう重ねられてもよい（画像連結）。

【図１】 【図２Ａ】
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【図４Ａ】 【図４Ｂ】
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